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単一構造の生理活性糖タンパク質誘導体の合成  














あった。平成２２年度は、COP10（第10回 Conference of the 
Parties）で「生物の多様性に関する条約（生物多様性条約：





























鎖ペプチドの合成法を確立し、1994年には、S. B. H. Kentらに



































されている。EPO のポリペプチド鎖は 166 残基のアミノ酸からな
り、４つの α ヘリックスが２つのジスルフィド結合  (Cys7 - 
Cys161, Cys29 - Cys33) により束状に固定化されている。そし
て、N 末端側から数えて 24、38、83 番目に位置するアスパラギン































NCL は、ペプチドセグメント A、ペプチドセグメント B 間でチオ







F i gu re  1 .  合 成 戦 略  
 
従って、NCL を利用するには C 末端にチオエステル基をもつ ペプ
チドセグメント A と、N 末端にシステイン残基を有したペプチド
セグメント B が必要になる。 
 EPO の構造を考察したところ、33 番目のシステイン残基が NCL
に利用できると判断した。そこで EPO のポリペプチド 166 残基の
うち、N 末端側 1 番目から 32 番目までのセグメントに糖鎖の導入
することとし、相当する糖ペプチドチオエステルを合成すること










          
F i gu re  2 .  Na t i v e  Chem ica l  L i g a t i o n  (NCL )法  
 
そこで Figure 3 に示す様に 28 番目̶32 番目の部位に糖鎖を追加
させることにした。そして、その位置は図３のモデルをもとに、
糖鎖が EPO とレセプターの結合を阻害しないと思われる 24、30
番目に糖鎖を導入することにした。 
         
F i gu re  3 .  EPO-EPO レセプターX 線 結 晶 構 造 解 析 （青 色 ：大 腸 菌
に よ り 調 製 す る ペ プ チ ド 鎖 ;  赤 ： 化 学 合 成 に よ り 調 製 す る ペ プ チ




C 末 端 にチオエステル基 を有 する EPO(1-32 )の糖 ペプチドセグメ
ントの合 成   
 EPO の N 末端側から 32 残基目までのペプチドセグメント（1-32）






に置換して EPO の 1-32 位までのペプチドを合成することにした。
また、EPO 全長を合成後フォールディング操作によってジスルフ





が保護された EPO (1-32) のフラグメント 1 を用いて-20℃の条件
下において C 末端をチオエステル基へと変換した（2）。その後、
95%TFA で処理することで保護基を除去したペプチド 3 を得た。続
いて、ペプチド 3 のシステイン側鎖のチオール基と、別途に調製
しておいた複合型糖鎖の還元末端がブロモアセトアミド化され










         





EPO(33-166 )のセグメント調 製  
 システイン残基を 33 位にもつセグメント（33-166）9 は、
Macmillan（University College London）により供与されたプラ
スミドを用い、大腸菌発現法により調製した。この方法では、
pET16b ベクターを用い His-Tag 融合タンパク質（6, Figure 6）
として発現させた。標的ペプチド鎖を大腸菌で過剰に発現後、菌








トは HPLC 分析、及び質量分析によってその構造を解析した。 
 
 
F i gu re  5 .  ハロアセトアミド法 による二 本 の糖 鎖 の導 入 反 応  
 
   




EPO（1-166）誘 導 体 の合 成  
 次に調製したセグメント(1-32)に相当する 5 そしてセグメント









ころ、目的物 9 (Fig ure 8)を得たことを確認した 
 
 






糖 タンパク質 EPO 誘 導 体 9 のフォールディング操 作 、および生 理
活 性 評 価  








F i gu re  8 .   Fo l d i n g 操 作 による EPO 誘 導 体 の合 成  
 





果、目的とする EPO 誘導体 10 が得られていることが分かった。








F i gu re  9 .   ペプチダーゼによる EPO 誘 導 体 の分 解 とそのペプチ
ドフラグメントの質 量 分 析 による解 析  
 
成した EPO 誘導体 10 が得られていることを確認することができ
た。続いて、EPO レセプターをもつ TF-1 細胞に、フォールディン












F i gu re  10 .   EPO 誘 導 体 10 構 造 解 析 結 果 ;a )フォールディングし
た EPO10 の ES I マス；b）10 の円 ２色 分 光 スペクトル;c )10 の SDS
電 気 泳 動 および逆 相 カラムクロマト;d )10 および市 販 の EPO の細
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